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(54) TiUe: THROMBOSIS DIAGNOSIS/PROGNOSIS METHOD 

(54) Titre : PROCEDE POUR LE DIAGNOSTIC/PRONOSTIC D'UNE THROMBOSE 



Q*^ (57) Abstract: An in vitro thrombosis diagnosis/prognosis method comprising the steps of (A) extracting nucleic material from a 
fs| biological sample; (B) using at least one pair of amplification primers to produce amplicons of at least one nucleic material target 
^ sequence; and (C) using at least one detection probe to detect the presence of said amplicons; wherein the primer pair of step (B) 
includes at least one amplification primer with at least 10 nucleotide units of a nucleotide sequence selected from SEQ ID NO 1 3 
^ to 8, 15 and 16. 

O (57) Abrcgc : Linvention conceme un ptoc€d€ in vitro pour le diagnostic/pronostic d'une thrombose comprenant les Stapes suivantes 
O : A - on cxtrait Ic materiel nuclciquc d'un cchantillon biologiquc. B - on utilise au moins une paire d'amorces d'amplification pour 
^ obtenir des amplicons d'au moins une sequence cible du materiel nucl6ique C - on utilise au moins une sonde de detection pour 
^ detecter h presence desdits amplicons caracteris6 en ce que, lors de T^tape B, ladite paire d'amorce comprend au moins une amorce 
^ d'amplification comprenant au moins 10 motifs nucl6otidiques d'une s6quence nucl^otidique choisie pormi SEQ ID N* 1 ; 3 a 8, 15 
^ et 16. 
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ProcM^ pour le diagnostic/pronostic d^ane thrombose 

La pr6scnte invention conceme un proc6d6 in vitro pour le diagnostic/pFonostic de la 
thrombose* Uinvention conceme ^galement des amorces d' amplification et des sondes 
5 d'hybridation qui peuvent 6tie mses en oeuvre dans ce proc6d6, ainsi qu'un kit de 
diagnostic/pronostic d'une thrombose. 

La coagulation est un syst^me hom6ostatique essentiel qui doit etre correctement rfigule 
afin d*6viter les h6morragies aussi bien que les thromboses. 

10 Cctte coagulation fait intervenir une cascade d'activations de prdcurseurs circulants 
inactifs qui, par perte d*une extr6mit6 de leur chaune prot6ique doiment des facteurs 
actives. Panni ces facteurs de coagulation, on peut citer notamment le facteur n et le 
facteur V. Le facteur n, 6galement appel6 prothrombine, est une pro-enzyme synth6tis^ 
par le foie. Elle est activ6e en thrombine, forme active, par les facteurs X et V actives en 

15 presence de phospholipides. Quand elle est activ^, elle est responsable de la prot^lyse 
du fibiinogene en fibrine, 

Parmi les alterations connues de Th^mostase, on peut citer notamment les thromboses 
artdrielles, qui se manifestent sous formes d'infarctus du myocarde , d'attaques, et par 
des maladies art^eUes p6riph6iiques, ainsi que les thromboses emboliques veineuses 

20 qui sont des causes majeures de morbidity et de mortali^ Des mutations des g^nes 
codant les facteurs n et V seraient des facteurs de risque de ces alterations. Ainsi, en 
1996, r^tude des regions codantes et adjacentes du g^ne codant le facteur n, dans une 
l^mille avec diff(^ents individus atteints de thrombose vdneuse, a permis de mettie en 
Evidence une mutation k la position 20210 du g^ne (ci api^ appel6 mutation 20210). 

25 Cette mutation entraine une augmentation de 25% de ractivit^ de la thrombine dans le 
plasma et est consid6r6e comme un facteur de risque aux thromboses veineuses. 
La mutation du nucleotide 1691 du g^ne codant le facteur V, appelde mutation Leiden 
du facteur V est egalement un facteur de risque. Cette mutation augmente le risque de 
thrombose veineuse de 4 a 8 fois chez les individus h6t6rozygotes et de 50 ^ 100 fois 

30 pour les homozygotes. 

Une detection pr^coce des mutations 20210 du facteur n et la mutation Leiden du 
facteur V est done essentielle dfin de pr6venir le plus t5t possible les lisques de 



wo 2005/078129 



PCT/FR2005/050083 



2 

thrombose veineuse. De plus, de nombreuses dtudes montrent que la mutation 20210 du 
facteur n et la mutation Leiden du facteur V sont souvent cohdtit^es et la presence des 
deux mutations induit une augmentation du risque de thrombose veineuse. n est done 
^galement important d'6tudier ces deux mutations simultan€ment 

5 

Le brevet US 6 558 913 pr6sente ime mdthode pour ddtccter la prdsence d'un risque 
g6n6tique de thrombose, basee sur la detection de la mutation Leiden du facteur V. On 
peut ^galement citer le brevet US 6 043 035 qui pr^sente une methode pour ddtecter la 
pr6sence d'un risque g^ndtique de thrombose, basde sur la detection de la mutation 
10 20210 du facteur n. Ces m^thodes comprennent notamment inc 6tape d' amplification 
de la legion du gene dans laquelle est situ6e la mutation, par I'utilisation d'amorces 
d* amplification, suivie d'une €tape de detection de la mutation par I'utilisation d'une 
sonde de detection sp^cifique de la mutation. 

Ces m^thodes ne permettent toutefois pas la detection simultan^ de la mutation Leiden 
15 du facteur V et la mutation 20210 du facteur n, qui augmente pourtant grandement le 
risque de thrombose chez un patient La detection pr^coce de cette double mutation, qui 
peut se faire s^quentieliement ou s6par€ment, pemiet de pr6venir le patient et lui 
proposer un traitement adapte. De plus, ces m6thodes peuvent etre optimisees par le 
choix des amorces d'amplification utilisdes lors de T^tape d' amplification, afin 
20 d'am61iorer Tetape de d6tection, et cela d'autant plus lors que I'etape d' amplification 
est r6alis6e simultan6ment k l*6tape de detection. 

A ce titre, la presente invoition se propose d'am61ioi:er Tetat de la technique en 
proposant un nouveau proc^6 pour ^valuer le risque de ttirombose d'un patient Ce 
proc6d6 met notamment en oeuvre lors de r6tape d'an^lification de nouvelles amorces 
25 d*amplification parfaitement adapt6e pour la detection d'une mutation augmentant le 
risque de thrombose. Cos nouvelles amorces d'amplification peuvent de plus dtrc 
utilisees au sein de la mdme reaction d' amplification, ce qui permet notamment de 
determiner par une reaction unique la presence des mutations 20210 du facteur II et la 
mutation Leiden du facteur V. 

30 

A ce titre, I'invention conceme un proc6d6 in vitro pour le diagnostic/pronostic d*une 
thrombose comprenant les Stapes suivantes : 
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A - on extndt le materiel nucl6ique d'un ^chantillon biologique, 

B - on utilise au moins une paire d' amorces d* amplification pour obtenir des 

amplicons d'au moins une sequence cible du materiel nucldique, 
C - on utilise au moins une sonde de detection pour d^tecter la presence 
S desdits amplicons, 

caract6ris6 en ce que, lors de I'dtape B, ladite pairc d' amorce comprend au moins une 
amorce d* amplification comprenant au moins 10 motifs nucl6otidiques d'une sequence 
nucl^otidique choisie panni SEQ ID N*"! ; 3 £l 8, 15 et 16, 

Au sens de la pr^sente invention, on entend par diagnostic/pronostic d'une thrombose, 

10 r^tablissement d'un profil de risque g^n6tique de la thrombophilie, 

Au sens de la pr6sente invention, on entend par 6chantillon biologiquc, tout ^hantillon 
susceptible de contenir un mat^el nucMique td que d6fim ci api^ Get ^hantillon 
biologique pent Stre pr£lev6 chez un patient et peut etre lotanunent un ^hantillon de 
tissus, de sang, de s6rum, de salive, de cellules cixculantes du patient On dispose de cet 

15 dchantillon biologique par tout type de pr^levement connu de rhomme du m€tien 

Au sens de la prdsente invention, le materiel nucl6ique comprend une sequence d'acides 
nucl6iques telle que sequence d'acides d6soxyribonucl6iques (ADN) ou d'acides 
ribonucleiques (ARN). Selon un mode pr6fer^ de realisation de 1' invention, le materiel 
nucl6ique comprend une s^uence d'acides d6soxyribonucl6iques. Selon un mode 

20 prefer^ de realisation de Tinvention, le mat^el nucl6ique est extrait d'un ^chantillon 
biologique pr^lev^ chez im patient Par sequence nucl^otidique (ou s^juences d'acides 
nucleiques ou fragment nucl^otidique ou oligonucldotide, ou polynucleotide), on entend 
im enchaibement de motifs nucl6otidiques assembles entre eux par des liaisons ester 
phosphorique, caractedse par la sequence infonnationnelle des acides nucleiques 

25 naturels, susceptibles de s'hybiider a une autre sequence d'acides nucl6iques, 
rencha!ncment pouvant contenir des monom^es de structures diJEfdrcntes et etre obtenu 
^ partir d'une molecule d*acide nucieique naturelle et/ou par recombinaison g^n^tique 
et/ou par synthese chimique. Par motif nucieotidique , on entend un d6rive d'un 
monom^re qui peut etre un nucleotide natuiel d'acide nucieique dont les elements 

30 constitutifs sont un sucie, un groupement phosphate et une base azotee; dans TADN le 
Sucre est le desoxy-2-ribose, dans TARN le sucre est le ribose ; selon qu'il s'agisse de 
TADN ou TARN, la base azotee est choisie panni Tadenine, la guanine, Turadle, la 
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cytosine, la thymine ; ou bien le monom^re est un nucleotide modifid dans Tun au moins 
des trois elements constitutifs ; k titre d*exemple» la modification pent intervenir soit au 
niveau dcs bases, avec des bases modifides telles que Tinosine, la 
m^thyl-Sd^soxycytidine, la d&oxyuxidine, la dimgthylamino-5d6soxyuridine, la 
5 diamino-2,6-purine, la bromo-5d6soxyuridine ou toute autre base modifide capable 
d*hybridation, soit au niveau du sucre, par exemple le remplacement d*au moins un 
d6soxyribose par un polyamide (RE. Nielsen et al, Science, 254, 1497-1500 (1991), soit 
encore au niveau du groupement phosphate, par exen:^)le son remplacement par des 
esters notamment choisis parmi les diphosphates, alkyl- et aryl-phosphonates et 

10 phosphorothioates. Ce materiel nucl6iquc comprend au moins une s6qucncc cible. 

Par sequence cible. on entend une s^uence dont Tenchainem^t en motifs 
nucldotidiques est sp6cifique d*un g^ne cible, tel que prdf^rentiellement le g^ne codant 
le facteur n ou le g^ne codant le facteur V. Au sens de la prdsente invention, la 
s^uence dble conq)rend une mutation qui augmente le risque de thrombose telle que 

15 notamment la mutation Leiden du facteur V ou la mutation 20210 du facteur XL Dans la 
suite de Texposd, on parlera de sequence cible qu'elle soit en simple brin ou en double 
brin. 

Lors de Tetape A, on extrait le materiel nucleique d'un 6chantillon biologique par tout 
protocole connu de I'homme du metier. A titre indicatif, Textraction d'acides nucleique 

20 peut 8tre rdalis^ par une 6tape de lyse des cellules pr6sentes dans Techantillon 
biologique, afin de libdrer les addes nucl€iques contenus dans les enveloppes 
protdiques et^ou lipidiques des cellules (comme des dfbris cellulaires qui perturbent les 
reactions ult^eures). A titre d'exemple, on peut utiliser les mdthodes de lyse telles que 
ddcrite dans les demandes de brevet WOOO/05338 sur la lyse mdxte magndtique et 

25 mdcanique, WO99/53304 sur la lyse electrique, et W099/15321 sur la lyse m&anique. 
Lliomme du m6tier pourra utiliser d'autres m6thodes de lyse bien connues, teUcs que les 
chocs thermiques ou osmotiques ou les lyses chimiques par des agents chaotropiques 
tels que les sels de guanidium (US 5,234,809). Cette dtape de lyse peut ^galemenl etre 
suivie d'une 6tape de purification, permettant la separation entre les acides nucleiques et 

30 les autres constituants cellulaires rclarguds dans I'^tape de lyse. Cette 6tape pennet 
g€neralement de ooncentier les acides nucleiques, et peut Stre adapt6 h. la purification 
d*ADN ou d'ARN. A titre d'exemple, on peut utilise des particules magn^tiques 
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6ventuellement rev§tues d'oligonucl^otides, par adsorption ou covalence (voir h ce sujet 
les brevets US 4,672,040 et US 5,750,338). et ainsi purifier les acides nucl6iques qui se 
sent fix6s sur ces particules inagn6tiques, par une 6tape de lavage. Cette <Stape de 
purification des acides nucI6iques est particuliferement int6ressante si Ton souhaite 
5 amplifier ult^rieurement lesdits acides nucl6iques. Un mode de realisation 
particuli^rement intdressant de ces particules magn^tiques est d^crit dans les demandes 
de brevet WO97/45202 et WO99/35500. Un autre exemple int6ressant de m6thode de 
purification des acides nucl6iques est I'utilisation de sUice soit sous forme de colonne, 
soit sous forme de particules inertes (Boom R, et aL, J. Qin. Microbiol., 1990, n**28(3), 

10 p. 495-503) ou magn6tiques (Merck: MagPrep® Silica, Promega: MagneSif^ 
Paramagnetic particles). D*autFes m^thodes ties r6pandues reposent sur des r^sines 
6changeuses d'ions en colonne ou en format particulaiie parainagn6tique (Whatman: 
DEAB-Magarose) (Levison PR et al„ J, Chroniatography, 1998, p. 337-344). Une autre 
m^tbode tc^s pertinente mais non exclusive pour I'invention est celle de Tadsorption sur 

15 support d'oxyde m6tallique (soci6t6 Xtrana: matrice Xtra-Bind™). 

Lorsque Ton souhaite extraire sp^cifiquement TADN d'un €chantiIlon biologique, on 
peut notamment r^aliser une extraction par du phenol, du chloroforme et de Falcool 
pour dliminer les proteines et pr6cipiter I'ADN avec de Falcool, L'ADN peut alors §tre 
culot6 par centrifugation, lav6 et remis en suspension. 

20 

Lors de I'^tape R on utilise au moins une paire d'amorces d' amplification pour obtenir 
des amplicons d'au moins une sequence cible du materiel nucl^iquc. 
Au sais de la pr6sente invention, on entend par amorce d* amplification, une s^iuence 
nucl6ique comprenant de 10 k 100 motifs nucl6olidiques, pi^fgrentiellement de 15 k 25 
25 motifs nucMotidiques. Cette amorce d' amplification compzend au moins 10, 
pr6fi6rentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucl^otidiques d'une 
sequence choisie parmi les SEQ ID N°l ; 3 k 8 

Au sens de la pr^sente invention, une amorce d'amplification comprenant au moins 10, 
pr6f6rcntiellement 15 et encore plus prdfdrentiellement 20 motifs nucldotidiques de 
30 • une sequence homologue h la SEQ ID N°l ; 3 k SEQ ID N^8 ; 15 et 16, c'est k 
dire 

o la sequence compl6mentaire de la SEQ ID N**l ; 3 8; 15 et 16 
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o une s6quence pi€sentant une homologie suffisante pour s'hybrider k la 
SEQ ID N^l; 3 k SEQ ID N*»8; 15 et 16 ou k la sequence 
compl^mentaiie k la SEQ ID N*»l ; 3 1 SEQ ID N*»8; 15 et 16, 
• une sequence comprenant une sequence de SEQ ID N^'l ; 3 k SEQ ID N^'S; 15 et 
5 16 (ou une sequence homologue k SEQ ID N°l ; 3 it SEQ ID N**8; 15 et 16 teDe 

que d6finie pr^c^emment) dans laquelle les bases uradle sont substitutes aux 
bases thymine, 

et qui aurait la m§me fonction que Tamorce d'amplij5cation selon Tinvention, c*est k 
dire amplifier tout ou partie du gene codant le facteur V (SEQ ID N'^'l ; 3 ^ 4) suceptible 
10 de contenir la mutation Leiden ou tout ou partie du gene codant le facteur 11 (SEQ ID 
N^5 a 8; 15 et 16), suceptible de contenir la mutation 20210, est consid^rge comme 
6quivalente k ramorce d'amplification selon I'invention. 

Une paire d' amorces d'amplification pennet IWtiation d*une polymdiisation 
enzymatique, telle que notamment une inaction d'amplifiication enzymatique. 

15 Par reaction d'amplification enzymatique. on entend un processus gtndrant de multiples 
copies (ou amplicons) d'une sequence nudtique par Taction d'au moins une enzyme. 
Au sens de la pr^sente invention, on entend par amplicons les copies de la sequence 
cible obtenues lors d'une reaction d' amplification enzymatique. De telles reactions 
d'amplification sont bien connues de Thomme du metier et on peut citer notamment la 

20 PGR (Polymerase Chain Reaction), telle que d6crite dans les brevets US-A-4,683,195, 
US-A-4,683,202 et US-A-4,800,159 ; la LCR (Ligase Chain Reaction), expos^e par 
exenq)le dans la demande de brevet EP-A-0 201 184 ; la RCR (Repair Chain Reaction), 
d&rite dans la demande de brevet WO-A-90/01069 ; la 3SR (Self Sustained SeqiKnce 
Replication) avec la demande de brevet WO-A-90/06995 ; la NASBA (Nucleic Acid 

25 Sequence-Based Amplification) avec la demande de brevet WO-A-91/Q2818, ou encore 
la TMA (Transcription Mediated Amplification) avec le brevet US-A-5,399,491. 
D'une mani^ie gdn^rale, ces ructions d'amplification enzymatique mettent 
g6ndralement une succession de cycle comprenant les etapes suivantes : 

o la d6naturation de la s6quence cible si celle ci est en double brin afin d'obtenir 

30 deux brins cibles, complementaires, 

o rhybridation de chacun des brins cibles, obtenus lors de I'etape de d6naturation 
pr6c6dente avec au moins une amorce d*amplification , 
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o la formation k partir des amorces d'amplification des brins compl^mentaires aux 
biins sur lesquels elles sont hybiid^es en presence d*une enzyme polymerase et 
de nucleosides triphosphate (ribonucl^oside triphosphate et/ou 
desoxyribonucldoside triphosphate selon les techniques) 
5 ce cycle etant r^p^t^ un nombre de fois determine pour obtenir la sequence cible dans 
une proportion suffisante pour permettre sa detection. 

Par hvbridatioa on entend le processus au cours duquel, dans des conditions 
appropri6es, deux sequences nucl^iques telle que notamment une amorce 
d' amplification et une sequence cible ou une sonde d' hybridation et une sequence cible, 

10 se licnt avec des liaisons hydrogenes stables et spdcifiques pour former un double brin. 
Ces liaisons hydrogenes se ferment entre les bases compl6mentaires Adenine (A) et 
thynune (T) (ou uradle (U)) (on parlc de liaison A-T) ou entre les bases 
compl^mentaires Guanine (G) et cosine (C) (on parle de liaison QQ. L'hybridation 
de deux sequences nucl6iques peut ette totale (on parle alors de sequences 

15 compl6mentaires), c'est h, dire que le double brin obtenu lors de cette hybridation 
comprend uniquement des liaisons AT et des liaisons C-G. Cette hybridation peut ^tte 
partielle (on parle alors de sequences suffisamment compl6mentaires), c'est dire que 
le double brin obtenu comprend des liaisons AT et des liaisons GG permettant de 
former le double brin, mais 6galement des bases non li^es h une base compl6mentaire. 

20 L'hybridation entre deux sequences conapldmentaires ou suffisanmient compl6mentaires 
depend des conditions operatoires qui sont utilis^es, et notamment de la stringence. La 
stringence est d^inie notamment en fonction de la composition en bases des deux 
sequences nucleiques, ainsi que par le degr6 de m^sappariement entre ces deux 
sequences nucl^iques. La stringence peut ^galement 6tre fonction des param^tres de la 

25 reaction, tels que la concentration et le type d'esp^s ioniques prSsentes dans la 
solution dliybridation, la nature et la concentration d'agents d6naturants et/ou la 
temperature d'hybridation. Toutes ces donn^es sont bien connues et les conditions 
appropri^es peuvent etre d6termin6es par Ihomme du m6tier, 

D'une fagon plus precise, la NASBA est une technologic d'amplification isotherme de 
30 Tacide nucl^ique reposant sur Taction conjointe de trois cnzrymes (transcriptase inverse 
AMV, Rnase-H et polymdrase-ARN T7). Assocife h des amorces d'amplification 
sp6cifiques d'une sequence cible, elle amplifie les cibles ARN plus d'un milliard de fois 
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en 90 minutes. La reaction d' amplification se produit k 41^C et donne des molecules 
d'ARN simple brin comme produit finaL La NASBA n&»ssite une paire d*amorce« 
dont au moins une comprend un piomoteur permettant Tinitialion de la transcription par 
une polymerase du bacteriophage T7, 
5 Lors de T^tape C on utilise au moins une sonde de detection pour d6tecter la pr6sence 
desdits amplicons. Rrefdrentiellement, cettc sonde de detection pennet de d6tecter non 
seulement la presence desdits amplicons, mais permet 6galement de d^tecter la presence 
d'une mutation donn6e, suceptible d'etre comprise dans Tamplicon. 
Cette etape de detection, peut Stre r6alis6e par tous les protocoles connus de Thomme 

10 du m6tier concemant la detection d'acides nucieiques. 

Au sens de la pr^sente invention, on entend par sonde d^hybridatioa une sequence 
nucieique poss6dant une sp^cificite dliybridation dans des conditions d6termin6es pour 
former un complexe dliybridation avec une sequence nucleique cible. La sonde 
d'hybridation peut comprendre un marqueur permettant sa detection. On parle alors de 

15 sondes de detection. Par detection on entend soit une detection diiecte par une methode 
physique, soit une detection indirecte par une methode de detection k Taide d'un 
marqueur. De nombreuses methodes de detection existent pour la detection des acides 
nucieiques. [Voir par exemple Kricka et al,. Clinical Chemistry, 1999, n° 45(4), p.453- 
458 ou Keller G.H. et al., DNA Probes, 2nd Ed., Stockton Press. 1993, sections 5 et 6, 

20 p.173-249]. Par marqueur, on entend im traceur capable d'engendrer un signal que Ton 
peut detecter. Une liste non limitative de ces traceurs comprend les eazymes qui 
produisent un signal detectable par exemple par colorimetrie, fluorescence ou 
luminescence, comme la peroxydase de raifort, la phosphatase alcaline, la b§ta 
galactosidase, la glucose-6-phosphate deshydrogenase; les chromophoies conune les 

25 composes fluorescents, lunoinescents ou colorants ; les groupements k densite 
eicctronique detectables par microscopic eiectronique ou par leurs proprietes eicctnques 
conrnie la conductivite, par les methodes d'amperometrie ou de voltametrie, ou par des 
mesures d'impedance ; les groupements detectables par des methodes optiques conune 
la diffraction, la resonance plasmon de surface, la variation d'angle de contact ou par 

30 des methodes physiques comme la spectroscopic de force atomique, Teffet tunnel, etc. ; 
les molecules radioactives conmie ^^P, ou ^L 
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La sonde de detection peut 6tie notamment une sonde de detection « molecular 
beacons » telle que d6crite par Tyagi & Kramer (Nature biotech, 1996, 14 :303-308), 
Ces "molecular beacons" deviennent fluorescentcs lors de Thybridation. EUes poss^dcnt 
une structure de type tige-boucle et contiennent un fluoiophore et un groupe inhibiteur 
5 ou "quencher". La fixation de la s^uence de boucle sp6cifique avec sa sequence 
compl6mentaire d'acide nucl6ique cible provoque un d^roulement de la tige et 
r6mission d'un signal fluorescent lors de I'excitation k la longueur d'onde qui convient 
Selon un mode pr6fere de realisation de I'invention, la sonde de detection comprend un 
flurophore et un quencher. Selon un mode encore plus px6f6r6 de realisation de 
10 I'invention, la sonde d'hybridation comprend un flurophore FAM (6-carboxy- 
fluorescein) ou ROX (6-carboxy-X-rhodamine) en son extr^mitd 5' et un quencher 
(Dabsyl) en son extr6mit6 3*. Dans la suite de rexpos6, une telle sonde d'hybridation 
est appelee <( molecular beacon ». 

Selon im mode pr6f6r6 de realisation de I'invention, on d^tecte, lors de I'dtape C) la 
15 presence ou Tabsence de la mutation Leiden du facteur V. Selon un mode pr6f6r6 de 
realisation de Tinvention, on detecte, lors de T^tape C) la presence ou T absence ou de la 
mutation 20210 du facteur II, Selon \m mode encore plus prefer^, on detecte 
simultan6ment la presence ou 1' absence de la mutation Leiden du facteur V et de la 
mutation 20210 du facteur n. 
20 Selon un mode piefere de realisation de I'invention, lors de I'etape C), ladite sonde de 
detection comprend au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
preferentiellement 20 motifs nucieotidiques d'une sequence nucieotidique choisie parmi 
SEQ ID N**9 IL 12 ; 17 et 18. Ainsi, Tutilisation d'une sonde de detection conq)renant la 
SEQ ID 9 peimet de diagnostiquer la presence de la mutation Leiden du facteur V, 
25 alors que I'utilisation d*une sonde de detection comprenant la SEQ ID N**10 permet de 
diagnostiquer T absence de la mutation Leiden du facteur V. 

De meme, I'utilisation d'une sonde de detection comprenant la SEQ ID N** 11 permet de 
detecter la presence de la mutation 20210 du facteur n, alors que I'utilisation d'une 
sonde de detection comprenant la SEQ ID N°12 permet de detecter Fabsence de la 
30 mutation 20210 du facteur n. De plus, I'utilisation d'une sonde de detection comprenant 
la SEQ ID N° 17 permet de detecter la presence de la mutation 20210 du facteur H, 
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alors que I'utilisatioii d'une sonde de detection conq)renant la SEQ ID N'^IS permet de 
d^tecter Tabsence de la mutation 20210 du facteur n 



Selon un mode prdf6r6 de r^sation de I'invention, lots de T^tape B, ladite paiie 
d'amorces est choisie panni les paires d'amoice suivantes : 

□ une premiere amorce d'amplification comprenant au moins 10, 
pr6f6rentiellement 15 et encore plus pr6ferentiellement 20 motifs nucl^otidiques 
de la sequence nucl6otidique SEQ ID N°l et une deuxieme amorce 
d'amplification coniprenant au moins 10, pref^rentiellement 15 et encore plus 
pr6f6rentiellement 20 motifs nucl^otidiques de la s^uence nucMotidique SEQ 
ID N°2 ; k titre indicatif, lorsque la premi^ amorce a pour s^uence la SEQ ID 
N^'l, et la deuxieme amorce a pour sequence la SEQ ID N°2, on obtient un 
amplicon, sp^cifique du ghnc codant le facteur V, d*une taille de 159 paires de 
base, qui correspond h la s6quence 36568-36726 sur la sequence du g^e codant 
le facteur V de ref^nce (NTj004668). Cette anq)licon peut contenir Tailzie 
mut6e responsable de la mutation Leiden ou Tailzie sauvage. Tailzie 6tant 
caract6ris6e lors de T^tape C. 

□ une premise amorce d'ampHfication comprenant au moins 10, 
pr6f6rentiellement 15 et encore plus pr6f6rentiellement 20 motifs nucl^otidiques 
de la sequence nucl6otidique SEQ ID N**3 et une deuxieme amorce 
d'amplification comprenant au moins 10, pr6f6ientiellement 15 et encore plus 
pr6f6rentiellement 20 motife nucl6otidiques de la sequence nucl^otidique SEQ 
ID N**4 ; ^ titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ ID 
N**3, et la deuxieme amorce a pour s^uence la SEQ ID NM, on obtient un 
amplicon, sp^cifique du gene codant le facteur V, d'une taille de 374 paiies de 
base, qui correspond h, la sequence 36568-36941 sur la s^uence du g^ne codant 
le facteur V de reference (NT_004668). Cette amplicon peut contenir I'allele 
mut^e responsable de la mutation Leiden ou Tailzie sauvage , Tailzie ^tant 
caracterisee lors de Tetape C. 

□ une premiere amorce d'amplification comprenant au moins 10, 
pr6ferentiellement 15 et encore plus pr6f6rentiellement 20 motifs nucltotidiques 
de la sequence nucltotidique SEQ ID N**5 et une deuxieme amorce 
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d' amplification comprenant au moins 10, pr6f(6rentielleineiit 15 et encore plus 
pii6figrentiellement 20 motife nucl&)tidiques de la s^uence nucl6o1idique S£Q 
ID N**6 ; h titrc indicatif , lorsquc la premifere amorce a pour s^uence la SEQ ID 
N**5, et la deuxi^e amorce a pour sequence la SEQ ID N*6, on obtient un 
amplicon» spdcifique du g^e codant le facteur II, d'une taiUe de 145 paires de 
base, qui correspond k la s<^quence 21455-21599 sur la sequence du g^ne codant 
le facteur 11 de reference (AF478696). Cette amplicon pent contenir Tailzie 
mut€e responsable de la mutation 20210 du facteur n ou Tallele sauvage , 
Tallele ^tant caract6ris6e lors de I'^tape C. 

une premiere amorce d'amplification comprenant au moins 10, 
pr6f^ntiellement 15 et encore plus pr^f^ntiellement 20 motifs nucl^otidiques 
de la sequence nucl6otidique SEQ ID N°7 et une deuxi^e amoice 
d' amplification comprenant au moins 10, pr6f6rentiellement 15 et encore plus 
prgf^rentiellement 20 motifs nucl^otidiques de la s^uence nucl^otidique SEQ 
ID N**8 ; k titre indicatif , lorsque la premiere amorce a pour s6quence la SEQ ID 
N°7, et la deuxierae amorce a pour sequence la SEQ ID N**8, on obtient un 
amplicon, sp6cifique du gene codant le facteur II, d'une taille de 434 paires de 
base, qui correspond k la sequence 21217-21650 sur la sequence du gene codant 
le facteur n de r6f^rence (AF478696). Cette amplicon peut contenir TallMe 
mut€e responsable de la mutation 20210 du facteur n ou Tailzie sauvage , 
Tailzie 6tmi cazactdds^e lors de Tdtape C. 

une premiere amorce d'amplification coniprenant au moins 10, 
pr)6f6rentiellement 15 et encore plus pr6f6rentiellement 20 motifs nucl6otidiques 
de la sequence nucKotidique SEQ ID N°15 et une deuxi^me amorce 
d'amplification comprenant au moins 10, pr^ferentielLement 15 et encore plus 
pr6fdrentiellement 20 motifs nucl^otidiqucs de la s^uence nucldotidique SEQ 
ID N°16 ; ^ titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ 
ID N°15, et la deuxieme amorce a pour sdquence la SEQ ID N*^16, on obtient un 
amplicon, sp^cifique du gene codant le facteur II, d'une taille de 108 paires de 
base, qui correspond k la sequence 21465-21573 sur la sequence du gene codant 
le facteur n de r6f6rence (AR78696). Cette amplicon peut contenir TallMe 
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mut6e lesponsable de la mutation 20210 du facteur n ou Tall^e sauvage , 
rall&le 6tant caract6ris6e lors de Tdtape C 

SeLon un mode pr6f6r6 de realisation de Tinvention, kdite paire d'amorce comprend au 
5 moins une amorce d'amplification comprenant un promoleur pennettant Tinitiation de 
la transcription par une polymerase du bacteriophage T7. Pr6ferentiellemcnt, cette 
premiere amorce d'amplification compiend une sequence choisie parmi les sequences 
deSEQIDN°13 2il4, 



10 Selon un mode prefer6 de realisation de Tinvention, retape B et I'etape C sont realisec 
simultanement Ced pent etre mise en ceuvre notamment par une reaction 
d'amplification NASBA avec detection en tenq)S reel. La detection en temps reel des 
amplicons pent etre realisee par Tutilisation d'un lecteur Nuclisens EasyQ® 
(bioMerieux BV, The Netherlands) et sondes de detection «molecular beacons », telles 

15 que definies precedemment D'une maoii^ generale, ranq)]ification d'ADN en 
NASBA pent s'effectuer de la mani^ suivante : I'ADN est denature k 95^C pour 
permettre la fixation d'une « premise amorce », comprenant un promoteur de la 
polymerase T7 (ime seule amorce est presente a ce stade). A 41''C, 1' enzyme reverse 
transcriptase (AMV-RT) est ajoutee et pennet I'extension de Famorce. Puis une 

20 « deuxi^me amorce » est ajoutee et une nouvelle denaturation est effectuee. Une 
alternative est realisee en ajoutant simultanement les deux amoices, afin de ne realise 
qu'une seule etape de denaturation. Ajwes cette phase d'initiation, la NASBA rentre 
dans un phase cyclique : la «deuxi^me amorce » s'hybride k une nouvelle molecule 
d'ARN formee ; r AMV-RT etend cette amorce ; la RNase H degrade TARN des 

25 hybrides ARN/ADNc ; une «premiere amorce » se fixe sur 1* ADNc obtenu ; TAMV- 
RT synthetise k partir de celuirci un nouvcau brin compiementaire puis k partir de ce 
brin, etend la partie T7 de la « premiere amorce » ; ainsi la T7 RNA polymerase poss^de 
de nouvelles matrices avec une double queue T7 pour generer les ARNs. Lorsque le 
« molecular beacon » est en solution, le quencher, a proximite du fluorophore, inhibe sa 

30 fluorescence. Ea presence de Tacide nucieique cible, le beacon va se fixer sur la 
sequence compiementaire k oelle de la boucle, II va done changer de conformation et 
s'ouviir, eioignant le fluorophore du quencher et pennettant ainsi remission de 
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fiuoiescence. Au cours de ramplification, de nombreuses mol6cules vont §tre 
synthdtis^es permettant k autant de «mofecular beacons » de se fixer. La fluorescence 
va done augmenter au cours de la reaction, Un apparcul appropri6, comme TEasyQ 
Nuclisens Analyser, permet d*enregistrer la fluorescence au cours du temps. 

L'invention conceme 6galement une amorce d* amplification comprenant au moins 10, 
preferentiellement 15, et encore plus pr6f6rentiellement 20 motifs nucldotidiques d'une 
sequence nucl6otidique choisie parmi SEQ ID 'N^l ; 3 ^ 8 ; 15 et 16. 
Selon un mode pr6fi6r6 de realisation de l'invention, Tamorce d' amplification comprend 
un promoteur permettant rinitiation dc la transcription par une polymerase du 
bact^ophage T7. Pr6f6rentiellement, une telle amorce d*amplification comprend une 
s^uence choisie parmi les sequences de SEQ ID 13 ^ 14. 

L'invention concerne ^galement une paire d'amorce d' amplification choisie parmi les 
paires d' amorces suivantes : 

□ une premiere amorce d* amplification comprenant au moins 10, 
pr6f6rentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucieotidiques 
de la sequence nucieotidique SEQ ID N**l et une deuxieme amorce 
d' amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
preferentiellement 20 motifs nucieotidiques de la sequence nucieotidique SEQ 
JD ISn ; k titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ ID 
N°l, et la deuxieme amorce a pour sequence la SEQ ID N°2, on obtient un 
amplicon, specifique du g^ne codant le facteur V, d'une taille de 159 paires de 
base, qui conespond & la sequence 36568-36726 sur la sequence du ghac codant 
le fecteur V de reference CNT_()04668). 

□ une premiere amorce d'amplification comprenant au moins 10, 
preferentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucieotidiques 
de la sequence nucieotidique SEQ ID N'^S et une deuxieme amorce 
d'amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
preferentiellement 20 motifs nucieotidiques de la sequence nucieotidique SEQ 
ID N**4 ; i titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ ID 
N°3, et la deuxieme amorce a pour sequence la SEQ ID Nr*4, on obtient un 
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amplicon, sp^ifique du gene codant le facteur V, d'une taiUe de 374 paires de 
base» qui correspond k la sequence 36568-36941 sur la sequence du g^e codant 
le facteur V de r^fdrence (NT_004668). 

□ une premise amorce d'amplification comprenant au moins 10, 
5 pi€f6reniiellement 15 et encore plus prdf&entiellenienl 20 motifs nucl6otidiques 

de la sequence nucltotidiquc SEQ ID N^'S ct unc deuxi^me amorce 
d' amplification comprenant au moins 10, pr6f6rentiellement 15 et encore plus 
pr6f6rentiellement 20 motifs nucl^otidiques de la s^uence nucldotidique SEQ 
ID N'='6 ; a titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ ID 
10 N^5, et la deuxi^me amorce a pour siSquence la SEQ ID N**6, on obtient un 

amplicon, spdcifique du gbnc codant le facteur II» d'une taille de 145 paires de 
base, qui correspond k la s^uence 21455-21599 sur la sequence du g^e codant 
le facteur H de r6fgrence (AF478696). 

□ une premiere amorce d'ana|)lification comprenant au moins 10, 
15 pr£f€rentiellement 15 et encore plus pr6f6rentiellement 20 motifs nucl^otidiques 

de la sequence nucl^otidique SEQ ID N*'? et une deuxi^me amorce 
d' amplification comprenant au moins 10, pr^f^rentieUement 15 et encore plus 
pr6ferentiellement 20 motifs nucl^otidiques de la s^uence nucl6otidique SEQ 
ID !Nr°8 ; titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ ID 

20 N**7, et la deuxi^me amorce a pour s6quence la SEQ ID N**8, on obtient un 

amplicon, spdcKique du gene codant le facteur U, d*une taille de 434 paires de 
base, qui correspond k la sequence 21217-21650 sur la s^uence du gene codant 
le facteur n de r6f(grence (AF478696). 
Q une premi^ amoice d'amplification comprenant au moins 10, 

25 pr6f(6rentiellement 15 et encore plus pri6f6rentiellement 20 motifs nucl6otidiques 

de la s^ucncc nucl6otidique SEQ ID N'^IS et une deuxi^me amorce 
d'amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
pr^f<6rentiellement 20 motifs nucl6otidiques de la s^uence nucl6otidique SEQ 
ID N°16 ; k titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ 

30 ID N**15, et la deuxi^me amorce a pour sequence la SEQ ID N*'16, on obtient un 

amplicon, sp^cifique du g^ne codant le facteur II, d'une taille de 108 paires de 
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base, qui conespond h la sequence 21465-21573 sur la sequence du g^ne codant 
le facteur U de r^figrence (AF478696). 

Selon un mode pr6f6-6 de r6alisation de Finvention, ladite premifere amorce comprend 
im promoleur permeltant rinitiation de la transcription par une polymerase du 
bacteriophage T7, Prdf^rentiellement, cette premiere amorce d' amplification comprend 
une sequence choisie panni les sequences de SEQ ID N° 13 ^ 14. 

L'invention conceme ^galement Tutilisation d*au moins une amorce d' amplification 
telle que d^finie pr^cddemment et/ou d'une paire d'aimrce telle que d^finie 
pr6c6denament lors d'lme iieaction d'ainplification NASBA 

L'invention conceme 6galement Tutilisation d*au moins une amorce telle que d^finie 
pi€c6demment, et/ou d'au moins une paire d'amoices telle que d^finie prdcedenmient 
pourle diagnostic^pronostic d'une thrombose. 

L'invention conceme enfin un kit pour le diagnostic/pronostic d'une thrombose 
-veineuse comprenant au moins une amorce telle que d6finie prec6demment et/ou d'au 
moins une paire d'amorces telle que d^finie pr6c6denmient 

Les figures suivantes sont donn6es k titrc illustratif et n'ont aucun caract^re 
limitatif . Elles permettront de mieux comprendre Tinvention. 

Les figures 1 el 2 repr6sentent le g^notypage de diffgrentes lign^ cellulaires pour la 
mutation +1691 G/A du Facteur V, grSce k la presence simultanfe des molecular 
beacons de SEQ ID N^IO et SEQ ID N° 9 dans le melange r^actionneL 
Ainsi, la figure la reprdscntc le g6notypage de la lign^e ceUulairc GM16000C, 
homozygote pour I'allMe sauvage (+1691-G) du Facteur V, alors que la figure lb 
repr6sente le g6notypage de la lign^e ceUulaire GM14899, homozygote pour I'allMe 
mut^ (+1691-A) du Facteur V. Les carrds blancs repr^sentent la detection de la 
fluorescence du <c molecular beacons » de SEQ ID N''9, permettant de mettre en 
Evidence I'aU^sle sauvage du facteur V, alors que les triangjes noirs lepi^sentent la 
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detection de la fluoiecence du «molecular beacons » de SEQ ID N'^IO, pennettant la 
detection de Tall&le mut6e (mutation Leiden). 

La figure 2 icpi^scnte le gtootypage de la lign6e cellulaire GM16Q28B, h6t6rozygote 
pour la mutation +1691 du Facteur V. Les carrfe blancs repifeentent la detection de la 
fluorescence du « molecular beacons » de SEQ ID N'^P, pennettant de mettre en 
Evidence Tailzie sauvage da facteur V, alors que les triangles noirs rcprdscntent la 
detection de la fluorecence du «molecular beacons » de SEQ ID N^'IO, permettant la 
detection de T allele mut^e (mLutation Leiden). 

Les figures 3 et 4 reprSsentent le g^notypage de diff6ientes lign^s cellulaires pour la 
mutation +20210 G/A du Facteur U, grSce h la pr^race simultan^ des molecular 
beacons OGH 916 (SEQ ID 11. +20210-A) et OGH 1104 (SEQ ID N° 12. +2010-G) 
dans le melange r^actionnel. 

A ce titre, la figure 3a reprdsente le g^notypage de la lign6e cellulaire GM14899, 
homozygote pour Tallfele sauvage (+20210-G) du Facteur n alors que la figure 3b 
repr6sente le g^notypage de la lignee cellulaire GM16000C, homozygote pour Tailzie 
mut6 (+20210- A) du Facteur U. Les croix repr6sentent la detection du « molecular 
beacons » de SEQ ID N°12, permettant la mise en Evidence de Tailzie sauvage, alors 
que les ronds repr6sentent la detection du « molecular beacons » de SEQ ID N*"!!, 
pennettant la detection de la mutation 20210 du facteur 11, 

La figure 4 represente le g6notypage de la lign^ cellulaire GM16028B, h^terozygote 
pour la mutation +20210 du Facteur II. On d6tecte bien la presence de Tailzie mut6 
(ronds noirs) et de Tallele sauvage (couibe en croix). Les croix repr^sentent la detection 
du «molecular beacons » de SEQ ID N*'^, permettant la mise en Evidence de Tailzie 
sauvage, alors que les ronds repr^sentent la detection du « molecular beacons » de SEQ 
ID N**ll, permettant la detection de la mutation 20210 du facteur II. 
Les figures 5 et 6 rcpr6sentent le g^notypage de diff6rentes Kgn^s cellulaires (GM 
14899 : A/A ; GM 16028B : A/G; GM 16000C G/G) pour la mutation +1691 du 
Facteur V, grace k la pr6sence des molecular beacons SEQ ID N*'3 et 4 dans le mdlange 
r^actionnel. 

Ainsi la figure 5 represente la detection du beacon FAM sp^ifique de Tallelc A du 
Facteur V (G+1691A) k partir d*ADN des Hgaees GM14899 (A/A homozygote allele 
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mut6; triangles), GM16028B(A/G h6ti6rozygote ; croix) et GM16000C (G/G 
homozygotB allMe sauvage ; roods) 

Ainsi la figure 6 reprSsente la detection du beacon ROX spdcifiquc de I'allMe G du 
facteur V (G+1691A) k partir d'ADN des Hgn6es GM14899 : A/A ( homozygote allele 
mut6; triangles); GM16028B (A/G h^t&ozygote ; croix) et GM 16000C (G/G 
homozygote allele sauvage, ronds) 

Les figures 7 et 8 repr^sentent le g^notypage de diff^rents lign6es cellulaires ( GM 
14899 : G/G ; GM 16028B : A/G ; GM 16000C A/A) pour la mutation +20210 du 
Facteur n, gitce ^ la presence des molecular beacons SEQ ID N*^ et 8 dans le melange 
r6actionncL 

Ainsi la figure 7 reprdsente la detection du beacon FAM sp^cifique de Tailzie G du 
facteur H (G+20210A) k partir d' ADN des lign6es GM14899 : G/G ( homo^gote allele 
mut6 ; triangles) ; GM16028B (A/G h€t6x)zygote ; crobc) et GM 16000C (A/A 
homozygote allele sauvage, ronds) 

Ainsi la figure 8 represente la detection du beacons ROX sp6cifique de I'all&le A du 
facteur E (G+20210A) h partir d'ADN des lign^s GM14899 : G/G ( homozygote allele 
mut€ ; triangles) ; GM16028B (A/G h6t6:ozygote ; croix) et GM 16000C (A/A 
homozygote allele sauvage, ronds) 

La figure 9 est une repr6sentation graphique de 72 6chaQtillons (cliniques et lign6es 
cellulaires) Facteur V. Ces 6chantillons sont positionn6s en fonction de leur ratios 
d*intensit6 de fluorescence des beacons FAM (sp6cifique de Tailzie A) et ROX 
(sp^dfique de Tallele G). 

La figure 10 est une repr6sentation graphique de 130 6chantiIlons (cliniques et lignte 
cellulaires) Facteur H. Ces ^chantillons sont positionn6s en fonction de leur ratios 
d'intensit^ de fluorescence des beacons FAM (sp6cifique de I'allMe G) et ROX 
(spdcifique de Tallfele A), 

EXEMPLEl 

1/ Echantillon et extraction de PADN 

Le proc6d6 selon I'invention a 6t6 valide sur des lign^ cellulaires, ainsi que sur des 
dchantillons cliniques de patients. 
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Lignies cellulaires - Trois lign^es cellulaires lymphoblastoides de g^otype connu pour 
les mutations Leiden du Facteur V et la mutation 20210 du facteur H (Coriell cell 
repository) ont 6X6 utilis6es: 

La lign^e GM14899 n'exprime que la mitation Leiden du facteur V: cette lignfe est 
homozygote pour la mutation Leiden du facteur V (A/A) et homozygote pour Tallele 
sauvage en position 20120 du facteur H (G/G). La lign6e GM16000C n'exprime que la 
mutation 20210 du facteur 11 : cette lign6e est homozygote pour la mutation 20210 du 
facteur II (A/A) et homozygote pour Tallele sauvage en position 1691 du facteur V 
(G/G). La lign6e GM16028B est h^t^rozygote pour les 2 mutations (G/A). 
Ces ligndcs cellulaires ont 6x6 mises en culture (37°C, C02 5%) dans un miheu RPMI 
1640, suppl6ment6 en s6rum fcetal de bceuf (15%), L glutamine (2mM), Peni- 
stceptomydne (p6nicilline -.200 U/ ml ; stteptomycine : 0,2 mg^ml). 
L'extraction d'ADN a 6X6 r6alis6e II partir d*un culot cellulaire de GM16000C, d*un 
culot cellulaiie de GM16Q28B ou de GM14899. Les cellules culottes sont soumises k 
une lyse hypotonique et a une digestion enzymatique par la proteinase K. Apr^s 
d6prot6inisation, TADN est precipite k Fethanol, s6ch6, et dissout dans de I'eau. La 
quantity et quality de TADN 6taient d6termin€es par spectrophotom^trie UV. 
Echandllon de patients - 200 jul de sang pr61ev6s chez des patient dont la pr6sence de la 
mutation Leiden 6tait connu ont 6x6 utilises. L'ADN g^nomique a 6X6 extrait par 
Tutilisation du kit NucleoSpin kit (Marcherey^Nagel, Hoerdt, France), et repris dans 20 
^1 d*eau DNAse-free. La quantity et quality de I'ADN 6taient d6termin^ sur gesl 
agarose contenant du bromure d*6tfaidium, et par spectrophotom€trie UV. 
Clonage de la region d'int^rit : Afin d'obtenir une grande quantity d*ADN de la region 
susceptible d'exprimer la mutation Leiden du facteur V, une PGR a 6X6 i^aliste a partir 
de I'ADN genomique tel qu'obtenu prec^derament, k partir de Mgnees cellulaires ou 
d'^hantillons sanguins, par TutLlisation d'une paire d'amorces d'amplification 
comprenant la SEQ ID N° 3, 5' AGTGCTTAACAAGACCATACTA 3' pour la 
premiere amorce et la SEQ ID N^4. 5' AACAGACCTGGAATTTGAAACTAA 3' pour 
la deuxiteie amorce. Les param^^tres de la PGR etaient les suivants: 2 min a 95°C; 30 
cycles de 30 s 95**C. 30 s k 55^0, 30 s i 72°C; suivis de 7 min i 72^C). Les ampUcons 
ainsi obtenus 6taient clones dans un vecteur PCR-Trap (GeneHunter, USA) et y€riQ6s 
par sequengage. Les plasmides, contenant soit tm nucleotide G soil un nucl&)tide A en 
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position 1691 ont €t6 amplifies et purifies par TutilisatLon d'un kit Plasmid Maxi Mt 
(Qiagen; Gennany). 

Afin d'obtenir une grande quantity d'ADN de la region susceptible d'exprimer la 
mutation 20210 du facteur n, une PGR a 6t6 r6alisde a partir de 1' ADN g6nomique tel 
qu'obtenu pr6c6demment, ^ partir de lignees cellulaiies ou d'^chantiUons sanguins, par 
I'utilisation d'une paire d'amorces d' amplification comprcnant la SEQ ID N° 7, 5' 
TCTAGAAACAGTTGCCTGGC 3' pour la premiere amorce et la SEQ ID N°8, 5' 
CTACCAGCGTGCCACCAGGT 3* pour la deuxi^me amorce. Les param5tres de la 
PGR 6taient les suivants: 2 niin k 95*^C; 30 cycles de 30 s 95°C, 30 55°C, 30 s ^ 
72®C; suivis de 7 min h, 72°C). Les amplicons ainsi obtenus 6taient clon^ dans un 
vecteur PCR-Trap (GeneHunter, USA) et v6rifi6s par s^uengage. Les plasmides, 
contenant soit un nucleotide G soit un nucleotide A en position 1691 ont 6t6 amplifies et 
purifies par I'utilisation d'un kit Plasmid Maxi kit (Qiagen; Gennany). 

2) Amplification par NASBA 
Afin de determiner le genotypage de I'ADN preieve d'un patient ou d'une lignee 
cellulaire, un melange reactionnel d'amplification (40mM Tris HCl ph 8,5 ; 12 mM 
MgC12 ; 70 mM KCl; 5 mM dithiotheitol ; 15% v/v DMSO ; 1 mM dNTP) contenant 
les amorces d' amplification pennettant d' amplifier soit la region susceptible de contenir 
la mutation Leiden, soit la region suceptible de contenir la mutation 20210 du facteur n, 
et des sondes de detection, specifiques de chaque mutation a ete lealise. 
Ainsi, le milieu reactionnel pennettant de detects la piesence de la mutation Leiden du 
facteur V comprmait : 

- 0,2 |iM (concentration finale) d'une premi^ie amorce d'amplification de 
SEQ ID N°2. 5' AGT GCT TAA CAA GAG CAT ACT A 3% 

- 0,2 |iM (concentration finale) d'une deuxi^me amorce d' amplification de 
SEQ ID N°l, 5' AAA TTC TCA GAA TTT CTG AAA GG 3' comprenant 
le promoteur de la polymerase du phage T7, c'est k dire une amorce 
d'amplification dont la sequence totale correspond k la SEQ ID N°13, 5' aat 
tct aat acg act cac tat agg gag aAA ATT CTC AGA ATT TCT GAA AGG 3 * 

- 0,2 (concentration finale) de « molecular "beacons » de SEQ ID N° 9, 5* 
CTG GAG AGG CGA IGA A 3', marquees avec un fluorophoie ROX (6- 
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carboxy^X-rhodamine) en 5', et d'un «quendier » (Dabsyl) en 3' (sequence 
complete : 5* ROXrCgatcg CTGGACAGGCGAIGAAcgatcg-Dabsyl 3'). Ce 
« molecular beacons pennettail de mettrc cn Evidence Tabsencc dc la 
mutation Leiden. 

- 0,1 ]LiM (concentration finale) de « molecular beacons » de SEQ ID N"* 10, 3' 
CTG GAC AGG CAA IGA A 3', marquees avec un fluorophore FAM (6- 
carboxy-fluorescein) en 5', et d'un «quenclier» (Dabsyl) en 3', (sequence 
complete : 5' FAM-cgatcg CTGGACAGGCAAIGAAc^arc^-Dabsyl 3'), Ce 
« molecular beacon » pemiettait de mettre en evidence la presence de la 
mutation Leiden. 

Pour le facteur n ont 6t6 ajout6s dans le milieu rdactiomiel : 

- 0,2 nM (concentration finale) d'une premiere amorce d' amplification de 
SEQ ID N°6, 5' TTC TOG GCT CCT GGA ACC AA 3 ' 

- 0,2 |iM (concentration finale) d'une deuxibme amorce d' amplification de 
SEQ ID N^'S, 5' ATT ACT GGC TCT TCC TGA GC 3\ comprenant le 
promoteur de la polymerase du phage T7, c'est k dire une amorce 
d'amplification dont la sequence totale correspond ^ la SEQ ID N^'IA 

- 0,1 [iM (concentration finale) de « molecular beacons » de SEQ ID N**ll, 5* 
ACT CTC AGC AAG CCT CAA 3\ marquees avec un fluorophore ROX 
(6-carboxy-X-iiiodamine) en 5', et d'un « quencher » (Dabsyl) en 3' 
(sequence complfijle : 5' ROX-cga teg ACT CTC AGC AAG CCT CAA cga 
tcg-Dabsyl 3')- Ce « molecular beacon » permettait de mettre en 6vidence la 
pr6sence de la mutation 20210 du facteur II. 

- 0,2 fiM (concentration finale) de « molecular beacons » de SEQ ID N°12. 5* 
ACT CTC AGC GAG ICT CAA 3' marquees avec un fluorophore FAM (6- 
carboxy-fluorescein) en 5\ et d'lm «quencher» (Dabsyl) en 3', (sequence 
complete : 5' FAM-cgg teg ACT CTC AGC GAG ICT CAA cga ccg-Dabsyl 
3'). Ce «molecular beacon » permettait de mettre en Evidence Tabsence de 
la mutation 20210 du facteur JL 

Comme le montre la figure 1, le «molecular beacon » de SEQ ID 9, marquees avec 
un fluorophore ROX (6-carboxy-X-rhodamine) est tr^ sp^cifique de Faille sauvage : 
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en effet, la fluorescence 6tait exponentielle, avant Tapparition d'un plateau, lorsque la 
reaction 6tait effectude k partir d*une lign€e cellulaixe n'exprimant pas la mutation 
Leiden (couibe en carrg blanc ; figure la), alors que la fluorescence restait basale, 
lorsque la reaction €tait effectu6e ^ partir d*une lign6e cellulaire exprimant la mutation 
5 Leiden (courbe en carr6 blanc ; figure lb). 

Lc « molecular beacons » de SEQ ID N° 10, marqu6es avec un fluorophore FAM (6- 
carboxy-fluorescein) est sp^cifique de TallMe mute. En effet, la fluorescence 6tait 
exponentielle, lorsque la reaction 6tait effectu6 h. partir d'une lign6e cellulaire exprdmant 
la mutation Leiden (courbe en triangle ; figure lb), alors que la fluorescence restait 
10 basale, lorsque la inaction etait effectu6 k partir d*une lign6e cellulaire n'exprimant pas 
la mutation Leiden (courbe en triangle ; figure la). 

Par Tutilisation de 2 fluorophores difG^rents, le «molecular beacon » de SEQ ID IST'P 
pouvait 6tre utilise simultan6ment avec un «molecular beacon » de SEQ IDN°10, ce 
qui permettait de d6tecter tr^s rapidement, et k partir d*une seule reaction, la i»^sence 
15 ou Tabsence de la mutation Leiden du facteur V, Les r^sultats sont presentes dems la 
figure 2, oblenue k partir d'une lignde cellulaire heterozygote pour la mutation Leiden 
du facteur V. 

Ces deux « molecular beacons », utiHsees simultanement avec les amorces 
d'amplification de SEQ ID N**l et SEQ ID N°2 permettent done de differencier 

20 clairement fes deux alleles. 

Des r6sultats comparables ^taient obtenus k partir d'^chantillons cliniques. 
Les r€sultats obtenus peuvent egalement 8trc exprun^s par le rapport entxe la 
fluorescence 6mise lorsque le plateau est atteint et la fluorescence initiale (ratios O/C 
(open/close ratios) : plus le ratio est 61ev6, plus rhybridation entre molecular beacon et 

25 I'amplicon est spdcifique et plus la discrimination entre les deux alleles est importajites. 
Les r6sultats sont pr6sent6s dans le tableau 1 ci dessous : 



O/C KAITO 


Lign^e GM 
1600C 

Facteur V 
G/G 


Lignde GM 
16028B 
Facteur V 
G/A 


Lign^e 
GM 14899 

Facteur V 
A/A 


Echantillon 
clMque 

Facteur V 
G/A 


Echantillon 
dlnique 
Facteur V 
G/G 


EchantiUon 
clinique 

Facteur V 
A/A 


Beacons de 
SEQ ID N° 10 


1,33 


2,57 


2,83 


1,96 


1,41 


3,03 


Beacons de 
SE01DN»9 


3.77 


3,04 


1,13 


3,05 


3,74 


1.14 
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Tableau 1 : ratio O/C obtenus sur des lign^es ceUulaires et des &:haiitillons 
sanguins exprimant ou n'exprimant pas la mutation de Leiden 

Ces r^sultats ddmontrent que Tutilisation d*un «mo]ecular beacon » de SEQ ID 'N^9 
simullan^ment k T amplification en NASBA avec une paiie d'amoice d'amplification, 
comprenant une premiere amorce comprenant la SEQ ID N°l et une deuxi5me amoicc 
comprenant la SEQ ID N*'2 permettait de d6tecter d*une maniere tr^s sp6cifique 
Tabsence de la mutation Leiden. L'utilisation d'un «molecular beacon » de SEQ ID 
N^IO simultan6ment h. ramplification en NASBA avec xme paire d' amorce 
d'amplification, comprenant une premiferc amorce comprenant la SEQ ID N°l et une 
deuxi^me amorce comprenant la SEQ ID N*'2 pemiettait de d^tecter d'un manifeie ti^s 
sp^dfique la presence de la mutation Leiden. 

Comme le monfre la figure 3, le « molecular beacon » de SEQ ID N*^12, marquees avec 
un fluorophore FAM (6-carboxy-fluorescein) est tits sp6cifique de Tailzie sauvage du 
facteur II. En effet, la fluorescence 6tait exponentielle, lorsque la reaction 6taat affectum 
k partir d'une lign6e cellulaire n'exprimant pas la mutation 20210 (courbe en croix ; 
figure 3a), alors que la fluorescence restait basale, lorsque la r6action ^tait effectxi6 h 
partir d'une lign6e cellulaire exprimant cette mutation (courbe en croix ; figure 3b). 
Le « molecular beacons » de SEQ ID N° 11. marqude avec un fluorophore ROX (6- 
carboxy-X-rhodamine) est sp^cifique de I'allMe mut6. La fluorescence 6tait 
ejcponentielle, lorsque la reaction ^tait effectu^ k partir d'une lign6e ceUulaire xprimant 
la mutation 20210 (couibe en rond ; figure 3b), alors que la fluorescence restait basale, 
lorsque la reaction 6tait effectu^e k partir d'une lign^e cellulaire n'exprimant pas cette 
mutation (courbe en rond ; figure 3a). 

Par Tutilisation de 2 fluorophores diff^rents, le « molecular beacon » de SEQ ID N° 11 
pouvait etre utilise simultan6ment avec un « molecular beacon » de SEQ ID N° 12, ce 
qui permettait de d^tecter tr^s rapidement, et k partir d'une seule reaction, la presence 
ou I'absence de la mutation 20210 du facteur n. C'est ce qui est represent^ figure 4, 
obtenue k partir d'une lign^ cellulaire hdtorozygote pour la mutation 20210 du ficteur 
n. Des r6sultats comparables 6taient obtenus k partir d'6chantillon clinique. 
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De plus, selon un protocole comparable, 203 ADNs cliniques ont 6t6 g6notyp6s. 
L'ensemble des r6sultats obtenus a 6t€ compare aux r&ultats obtenus par une technique 
standart, la RFLP. Cette 6tude a montrd 100% de concordance entre les 2 m6thodes de 
g6notypage. 

Dans Ic but d'identifier la presence ou non des diff^ents alleles du Factcur n et du 
Facteur V dans un meme tube, des essais d'anaplification simultande des deux g^nes en 
presence de 4 « molecular beacons » sp6cifiques de chaque allele ont 6t6 r^alis^. Les 
mSmes « molecular beacons » et couples d' amorces d' amplification que pour les 
amplifications des g^nes seuls ont 6t6 utilises, aux mgmcs concentrations. 

EXEMFLE2 

1/ Echantillon et extraction de FADN 

Le proc^dd selon I'invention a ete validd sur des lign^ cellulaires, ainsi que sur des 
6chantillons cliniques de patients. 

Lign^es cellulaires - Trois ligndes cellulaires lymphoblastoi'des de genotype connu pour 
les mutations Leiden du Facteur V et la mutation 20210 du facteur n (Coriell cell 
repository) ont €t6 utilises: 

La lign^e GM14899 n*exprime que la mutation Leiden du facteur V: cette lignee est 
homozygote pour la mutation Leiden du facteur V (A/A) el homozygote pour Tailzie 
sauvage en poation 20120 du facteur H (G/G). La lign6e GM16000C n*exprime que la 
mutation 20210 du facteur n : cette lignee est homo^gote pour la mutation 20210 du 
facteur U (A/A) et homozygote pour Tailzie sauvage en position 1691 du facteur V 
(G/G). La lign6e GM16028B est het^zygote pour les 2 mutations (G/A). 
Ces lign($es cellulaires ont 6t6 mises cn culture (37°C, C02 5%) dans un milieu RPMI 
1640, suppl6ment6 en s6rum foetal de boeuf (15%), L glutamine (2mM), Peni- 
streptomycine (p^nicilline :200 U/ ml ; streptomycine : 0,2 mg/ml). 
L'extraction d'ADN a 6t6 r6aHs6e k partir d'un culot cellulaire de GM16000C, d'un 
culot cellulaire de GM16Q28B ou de GM14899. Les cellules culot6cs sont soumises h 
une lyse hypotonique et i une digestion enzymatique par la proteinase K, Apxhs 
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d6protdinisation. TADN est pr6cipit6 II I'^thanol, s6ch6, et dissout dans de Teau. La 
quantity et quality de 1* ADN 6taieiit d6teiiiin6es par spectrophotom6trie UV. 
EchantiUon de patients - 100|iL de sang pr61ev6s cihez des donneurs sains do ETS ( 
Etablissement Fran9ais du sang ; Lyon) dont le typage FII IFW est inconnu mais test6 en 
paraDele par une technique standard LightCycler. L'ADN g^noniique a €i6 extrait par 
r utilisation du kit NucliSens Magnetic Extraction reagent et NucliSens Lysis Buffer et 
rinstrument miniMag. (cf Notice miniMag sauf lavage Wash3 (10 sec au lieu de 15 sec) 
et I'ADN est €l\i6 dans 80^L de Elution buffer ( lOmin 1 70°C + mix ^ 14000 rpm). 
La quantit6 et la qua]it6 de T ADN 6taient d6termin6es par spectropliotom6trie UV. 
Clonage de la region d*int4rit : Afin d*obtenir une grande quantity d' ADN de la region 
susceptible d'exprimer la mutation Leiden du fecteur V, une PGR a €t€ i€alisfe a partir 
de TADN g€nomique tel qu'obtenu pr6cddemment, h partir de ligndes cellulaires ou 
d'^chantiUons sanguins» par Tutilisation d'une paire d'amorces d'amplification 
comprenant la SEQ ID N° 3, 5' AGTGCTTAACAAGACCATACTA 3' pour la 
premiere amorce et la SEQ ID N**4, 5' AACAGACCTGGAATTTGAAACTAA 3' pour 
la deuxieme amorce, Les param^tres de la PGR ^taient les suivants: 2 min k 95°C; 30 
cycles de 30 s k 95^C, 30 s ^ 55^C, 30 s ^ 72^C; suivis de 7 min ^ 72<^C). Les amplicons 
ainsi obtenus 6taient clon6s dans un vecteur PUC19 et v^rifi^s par s^quengage, Les 
plasmides, contenant soit un nucleotide G soit un nucleotide A en position 1691 ont 6t6 
amplifies et puiifi6s par T utilisation d*un kit Plasmid Maxi kit (Qiagen; Germany). 
Afin d*obtenir une grande quantit6 d*ADN de la region susceptible d'expiim^ la 
mutation 20210 du facteur n, une PGR a €\6 r^alis^e a partir de TADN g6nomique tel 
qu'obtenu pi^c^denunent, h, partir de lign^s ceUulaiies ou d*6chantillons sanguins. par 
Tutilisation d'une paire d'amorces d'amplification comprenant la SEQ ID N° 7, 5* 
TCTAGAAACAGTTGCCTGGG 3' pour la premiere amorce et la SEQ ID N°8, 5' 
CTACGAGCGTGCCACCAGGT 3' pour la deuxieme amorce, Les param^tres de la 
PGR 6taient les suivants: 2 min ^ 95°G; 30 cycles de 30 s a 95°C, 30 s a 55^G, 30 s ^ 
72°G; suivis de 7 min h. IT'C). Les amplicons ainsi obtenus ^talent clones dans un 
vecteur PCR-Trap (GeneHunter, USA) et verifies par sdquengage. Les plasmides, 
contenant soit un nucl6otide G soit un nucleotide A en position 1691 ont 6t6 amplifies et 
purifies par Tutilisation d*un kit Plasmid Maxi kit (Qiagen; Germany). 
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2) Amplification oar NASBA 

Afm de determiner le g^notypage de TADN pri61ev6 d'un patient ou d'une lign^e 
cellulaiie, un melange rdactionnel d'amplification Facteur V ( 40mM tris HCl ph 8.5 ; 
12mM MgC12 ; lOOmM KCl; 5mM dithioth^itol; 15% v/v DMSO; 1 mM dNTP) 
contenant les amorces d'ampliScalion pennettant d'amplifier la region susceptible de 
contenir la mutation FV Leiden : 

- 0,2 (concentration finale) d'ujie premiere amorce d'amplification de 
SEQ ID N^2, 5' AGT GCT TAA CAA GAG CAT ACT A3', 

- 0,2 \iM (concentration finale) d'une deuxi^me amorce d'amplification de 
SEQ ID>ri 5' AAA TTC TCA GAA TTT CTG AAA GG 3' comprenant le 
promoteur de la polym^ase du phage T7, c'est ^ dire une amorce 
d*anq)lification dont la s^uence totale correspond ^ la SEQ ID N'lS, 5' aat 
tct aat acg act cac tat agg gag aAA ATT CTG AG A ATT TCT GAA AGG 3 ' 

* - 0,05 \xM (concentration finale) de « molecular beacons » de SEQ ID N° 9, 
5' CTG GAC AGG CGA IGA A 3\ marqu6es avec un fluorophore ROX (6- 
carboxy-X~rhodamine) en 5', et d'un « quencher » (Dabsyl) en 3* (sequence 
complete : 5' ROX-cgatcg CTGGACAGGCGAlGAAcgatcg-Ddbsyl 3'). Ce 
« molecular beacon » permettait de mettre en 6vidence 1' absence de la 
mutation Ldden. 

- 0,025 ^iM (concentration finale) de « molecular beacons » de SEQ ID N** 10, 
3* CTG GAC AGG CAA IGA A 3', marqu6es avec un fluorophore FAM (6- 
carboxy-fluorescein) en 5', et d'un «quencher » (Dabsyl) en 3\ (s^uence 
complete : 5' FAM-cgatcg CTGGACAGGCAAIGAAc^ofc^-Dabsyl 3*). Ce 
<c molecular beacon » permettait de mettre en Evidence la pr^ence de la 
mutation Leiden. 

Afin de d6terminer le g6notypage de I'ADN pr^lev6 d'un patient ou d*une lign^e 
cellulaire, un m61ange r€actionnel d' amplification Facteur n ( 40mM tris HCl ph 8.5 ; 
12mM MgC12 ; 70mM KCl; 5mM ditiuotii^itol ; 15% v/v DMSO ; 1 mM dNTP) 
contenant les amorces d'amplification pennettant d*amplifier la region susc^tible de 
contenir la mutation +20210 du EH : 
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Pour le f acteur n ont 6i6 ajout^ dans le milieu r^acdonnel : 

- 0,2 nM (concentratioD finale) d*une premiere amorce d'amplification de 

SEQ JD N°16, 5* CTGOAACCAATCCCGTGAAAO 3' 

~ 0»2 |iM (concentration finale) d'une deuxi^me amorce d*amplification de 
SEQ ID N**15, 5' AGCTGCCXIATGAATAGCACT 3% compreuaul en outre le 
promoteur dc la polymerase du phage T7, c'est ^ dire corrcspondant h la 
SEQ ID N°19 aattctaatacgactcactataggAGCTGCCCATGAATAGCACT 

- 0,1 ixM (concentration finale) de « molecular beacons » de SEQ ID N**17, 5' 
ACT CTC AGC AAG CCT CAA 3', marquees avec un fluorophore ROX 
(6-carboxy-X-rhodamine) en 5', et d'un « quenchers (Dabsyl) en 3' 
(sequence complete : 5' ROX-cga tog ACT CTC AGC AAG CCT CAA cga 
tcg-Dabsyl 3*). Ce « molecular beacon » pennettait de mettre en Evidence la 
presence de la mutation 20210 du facteur XL 

- 0,1 |iM (concentration finale) de « molecular beacons » de SEQ ID N^'IS, 5* 
TCTCAGCGGGCCTCA 3' marques avec un fluorophorc FAM (6- 
carboxy-fluorescein) en 5', et d'un «quencher» (Dabsyl) en 3', (sequence 
complete : 5' FAM- cgtcg TCTCAGCGGGCCTCA cgacg-Dabsyl 3')- Ce 
« molecular beacon » pennettait de mettre en Evidence I'absence de la 
mutation 20210 du facteur 11 

Comme le montre la figure 5, le « molecular beacons de SEQ N**9 marque avec un 
fluorophoic FAM est tits sp^dfique de Tall^e mut6 : en effet, la fluorescence 6tait 
exponentielle, avant Tapparition d'un plateau, lorsque la ruction 6tait efiectu6e k partir 
de ligndes cellulaires exprimant la mutation Leiden (courbes en triangle; et en croix 
figure 5), alors que la fluorescence restait basale, lorsque la reaction 6tait etfectu^e k 
partir d'une lignde cellulaire exprimant pas la mutation Leiden (courbe rond blanc ; 
figures). 

Le « molecular beacon » de SEQ ID N° 10, marqu6 avec un fluorophore ROX est 
spedfique de Tall^e sauvage. En effet, la fluorescence dtait exponentielle, lorsque la 
r6action etait effcctude k partir de ligniSes cellulaires exprimant la genotype sauvage 
Leiden (courbe en rond et croix ; figure 6), alors que la fluorescence restait basale. 
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lorsque la reaction 6tait effectufie k partir d'une lign^e cellulaire n*exprimant pas le 
genotype sauvage ( Rgure 6 courbe en triangle). 

Par Tutilisation de 2 fluorophoies diff&ents, le «niolecular beacon » de SEQ ID N°10 
est utilise simultandment avec un « molecular beacon » de SHQ ID N*'9, ce qui 
5 penneltaii de d6tecler tchs rapidement, et h. partir d'une seule reaction, la presence et/ou 
Tabsence de la mutation pour les deux allies de gene FacteurV. Gr§cc h I'analyse des 
figures 5 et 6 on peut done determiner si I'^chantillon possede les genotypes G/G, G/A, 
ou A/A 

Ces deux « molecular beacons », utilises simultan^ment avec les amorces 
10 d'amplification de SEQ ID N°2 et SEQ ID N°l pennettcnt done de differencier 
claiiement les deux alleles. 

Des r^sultats comparables ont 6t6 obtenus h. partir de sang frais pr6iev6s de donneurs de 
TEtablissement de Transfusion Fran^ais ( ETS). 

Les r6sultats obtenus peuvent 6galement %tre exprimes par le rapport entre la 
15 fluorescence emise lorsque le plateau est atteint et la fluorescence initiale (ratios O/C 
(open/close ratios) : plus le ratio est eiev6, plus Thybridation entre molecular beacon et 
Tamplicon est sp6cifique et plus la discrimination entre les deux alleles est importante. 
GrSce aux lign^es cellulaires, des limites de detection de positivit^ (seuil ou cut off) ont 
6t6 Stabiles pour les beacons FAM et ROX. 
20 Les r6sultats de 72 ^hantillons de lign^es cellulaires sent repi^sent6s dans la figure 9. 
Chaque symbole « carr6 » reprdsente un dchantillon teste et positionn6 en f onction de la 
valeur de I'O/C ratio du beacons FAM et TOC ratio du beacon ROX pour cet 
€chantiIlon. Gr§ce aux limites de detection de positivit6 de ces deux beacons on peut 
ainsi d6terminer graphiquement le typage Factor V Leiden pour 72 6chantillons. 
25 Un echantillon est classe A/A lorsque son O/C ratio beacon FAM sp6cifique de Tailzie 
mute (A) est sup^rieur ^ 1.5 et lorsque son O/C ratio beacon ROX sp^cifique dc rall51c 
sauvage (G) est inf^rieur h. 2, 

Un echantillon est classe G/G lorsque son O/C ratio beacon FAM specifique de I'all^le 
mute (A) est inferieur k 1.5 et lorsque son O/C ratio beacon ROX specifique de Tailzie 
30 sauvage (G) est superieur k 2 . 
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Un &:hantillon est class6 G/A lorsque son O/C ratio beacon FAM sp^cifique de TallMe 
mut6 (A) est sup&ieur ^ 1.5 et loisque son O/C ratio beacon ROX specifique de Tailzie 
sauvage (G) est sup6rieur k 2 . 

Ces r6sultats d6montrent que I'utilisation d*un «molecular beacon » de SEQ ID N*'9 
5 simultan6ment k Tamplification en NASBA avec ime paire d'amoice d*amplification, 
comprenant unc prcmibre amorce comprenant la SEQ ID N°l et une deuxi5me amorce 
comprenant la SEQ ID N°2 permettait de d6tecter d'une mani^re tr^s sp^ifique 
I'absence de la mutation Leiden. L'utilisation d'lm «molecnlar beacon » de SEQ ID 
N**10 simultan6ment k Tamplification en NASBA avec une paire d'amorce 
10 d'amplification, comprenant une premie amorce comprenant la SEQ ID N^l et une 
deuxi^me amoice comprenant la SEQ ID N°2 permettait de d6tecter d*un mani^ie tr&s 
sp^dfique la prince de la mutation Leiden. 

Comme le montre la figure 7, fe « molecular beacons de SEQ !Nri8 ma]:qu6 avec un 
fluorophore FAM est txhs spiaGqno de TallMe sauvage : en effet, la fluorescence 6tait 

15 exponentieUe. avant Tapparition d*un plateau, lorsque la reaction 6tait eSectu^e h partir 
de lign^es cellulaires exprimant la sauvage Factor n (courbes en triangle; et en croix 
figure 7), alors que la fluorescence restait basale, lorsque la reaction €tait effectu^ k 
partir d'une lign6e cellulaire exprimant pas le polymoiphisme sauvage Facteur n 
(courberond ; figure 7). 

20 Le « molecular beacons » de SEQ ID N** 17, marqu^ avec un fluorophore ROX est 
sp^ifique de Tallele mut€. Ba efifet, la fluorescence 6tait exponentieUe, lorsque la 
reaction 6tait efifectu6 k partir de lign6es ceUulaiies exprimant la mutation factor n 
(courbe en rond et croix ; figure 6), alors que la fluorescence restait basale, lorsque la 
Inaction 6Xaai effectuee k partir d'une lignde cellulaire n'exprimant pas le g^no^e 

25 sauvage ( Figure 6 courbe en triangle). 

Par rutiHsation de 2 fluorophores diffdrents, le «molecular beacon » de SEQ ID N^^ll 
est utilise simultanement avec un « molecular beacon » de SEQ ID N'^IS, ce qui 
permettait de d6tecter tr^s rapidement, et k partir d'une seule reaction, la presence ou 
Tabsence de la mutation pour le ^ne Facteur n. Grace a Tanalyse des figures 7 et 8 on 

30 pent done determiner si T^^hantillon possede le gdnotypc G/G, G/A ou A/A. 



wo 2005/078129 



PCT/FR20D5/050083 



29 

Les r^sultats de 130 ^chantillons comprenant des lign^es cellulaires (cair6s) et des 
^hantillons extraits h. partir de sang frais (triangle et rond) sont repi6sentes sur la figure 
10. 

Chaque symbole repr6sente un ^hantillon test6 et positionn^ en fonction de la valcur de 
5 rO/C ratio du beacons FAM el TOC ratio du beacon ROX pour cet ^hantillon. Grace 
aux limites dc detection de positivit6 de ccs deux beacons on peut ainsi determiner 
graphiquement le typage Factor H pour 130 6chantillons. 

Un ^chantillon est class6 A/A lorsque son O/C ratio beacon ROX sp6cifique de Talldle 
mut6 (A) est sup6rieur h 3.5 et lorsque son O/C ratio beacon FAM sp^ifique de 1* allele 
10 sauvage (G) est inKrieur Jt 1 .8. 

Un ^antillon est class6 G/G lorsque son O/C ratio beacon ROX spddfique de Tailzie 
niut€ (A) est inf&ieur h 33 et lorsque son O/C ratio beacon FAM ^^dfique de Tailzie 
sauvage (G) est sup6ieur k 1.8 . 

Un €chantillon est class6 G/A lorsque son O/C ratio beacon ROX sp^cifique de Tailzie 
15 mute (A) est sup6rieur k 3.5 et lorsque son O/C ratio beacon FAM sp^cifique de TallMe 
sauvage (G) est sup^rieur ^ 1.8 . 

De plus, selon un protocole comparable, les 6chantillons de sang frais ont 6t6 gdnotyp^s. 
L' ensemble des r6suitats obtenus a 6t6 compar6 aux r^ultats obtenus par une technique 
standard de RT-PCR, (Lightcycler, Roche) . Cette 6tude a montr6 100% de concordance 

20 entre les 2 m^fhodes de g6notypage. 

Dans le but d'identifier la presence ou non des diff6rents alleles du Facteur n et du 
Facteur V dans un m^e tube, des essais d'amplification simultan6e des deux g^nes en 
presence de 4 « molecular beacons » sp^dfLques de chaque allele ont 6t6 r6alis6s. Les 
memes « molecular beacons » et couples d' amorces d' amplification que pour les 

25 amplifications des genes seuls ont 6t6 utilis6s, aux mSmes concentrations. 
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REVENDICATIONS 



1. Procdde in vitro pour le diagnostic/pronostic d'une thrombose comprenant les 
Stapes suivantes : 

A - on extrait le materiel nucl6ique d'un 6chantillon biologique, 

B - on utilise au moins une paire d' amorces d' amplification pour obtenir des 

amplicons d'au moins une sequence ciblc du mat^el nucl6ique 
C - on utilise au moins une sonde de d6teciion pour d6tecter la pi€sence 

desdits amplicons 

caract€ris6 en ce que, lors de T^tape B, ladite paire d'amorce compiend au 
moins une amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques d'une sequence nucl^otidique choisie parmi SEQ ID N°l ; 3 a 8, 
15 et 16, 

2. Precede selon la levendication 1 caract6ris6 en ce que lors de l'6tape C), ladite 
sonde de d6tection compiend au moins 10 motifs nucleotidiques d*une sequence 
nucl^otidique choisie parmi SEQ ID 1*^9 2l 12 ; 17 et 18. 



3, Proc6d6 selon la revendicalion 1 ou 2 caractfiris^ en ce que, lors de T^tape B, 
20 ladite paire d'amorces est choisie parmi les paiies d* amorce suivantes : 

a une premiere amorce d*ampHfication comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucleotidique SEQ ID N°l et une deuxieme 
amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques de la 
sequence nucleotidique SEQ ID N°2 ; 
25 a une premifere amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucMotidique SEQ ID N°3 et une deuxifeme 
amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques de la 
sequence nucleotidique SEQ ID N°4 ; 
a une premise amorce d'ampUfication comprenant au moins 10 motifs 
30 nucleotidiques de la sequence nucleotidique SEQ ID W5 et une deuxieme 

amorce d'ampUfication comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques de la 
sequence nucleotidique SEQ ID N^S ; 
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□ une premise amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucl6otidiques de la sequence nucl^otidique SEQ ID N"^ et une deuxi^me 
amorce d'amplification comprenant au moins 10 motifs nucl6otidiques de la 
sequence nucltotidique SEQ ID N**8 
5 □ une premise amorce d*amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucl6otidiques de la sequence nucl^otidique SEQ ID W15 et une deuxi&me 
amorce d'ampliiication comprenant au moins 10 motifs nucl^otidiques de la 
sequence nucl^otidique SEQ ID N**16 

10 4. Proc^d^ selon Tune quelconque des revendication 1 a 3 dans lequel ladite pake 
d'amorce comprend au moins une amorce d'amplification con5)renant un 
promoteur pennettant Tinitiation de la transcription par une polymerase du 
bacteriophage T7, 

15 5, Precede selon Tune quelconque des revendications 1^4 dans lequel, lors de 
retape C, la sonde de detection conoprend un ilurophoie et un quencher. 

6. Amorce d*ampIification comprenant au moins 10 motifs nucl^otidiques d'une 
sequence nucl6otidique choisie parmi SEQ JDf^n ; 3 2i 8, 15, 16 

20 

7, Amorce d'amplification selon la revendication 7 comprenant un promoteur 
permettant Tinitiation de la transcription par une polymerase du bacteriophage 
T7. 

25 8. Paire d' amorce d'amplification choisie parmi les paires d*amorces suivantes : 

□ unc premiere amorce d'amplification comprenant au moins 10 motifs 

nucieotidiques de la s6quence nucl6otidique SEQ iOD N^'l et une deuxi^e 

amorce d'amplification comprenant au moins 10 motifs nucldotidiques de la 

sequence nucleotidique SEQ ID N**2 ; 
30 □ une premiere amorce d'amplification comprenant au moins 10 motifs 

nucieotidiques de la sequence nucl6otidique SEQ ID N**3 et une deuxieme 
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amorce <J amplification comprenant au moins 10 motifs nucl^otidiques de la 
s^iuence nucl^otidique SEQ ID NM ; 

□ une premise amorce d'amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucMotidiques de la s6quence nucMotidique SEQ ID N°5 et une deuxifeme 
amorce d'anq>lification comprenant au moins 10 motifs nucl^otidiques de la 
sequence nucl^otidique SEQ ID N^'e ; 

□ une premi^ amorce d*ampMcation comprenanl au moins 10 motifs 
nucl^otidiques de la sequence nucl€otidique SEQ ID et une deuxi^me 
amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs nucMotidiques de la 
sequence nucl6otidique SEQ ID N®8 

□ une premise amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucl6otidiques de la sequence nucl6otidique SEQ ID N°15 et une deuxi^me 
amorce d'amplification comprenant au moins 10 motifs nucldotidiques de la 
sequence nucl6otidique SEQ ID N**16 

9. Paire d'amorce selon la revendication 9 dans laquelle ladite piemi^ amorce 
comprend un promoteur permettant Tinitiation de la transcription par une 
polymerase du bacteriophage T7. 

10. Utilisation d'au moins une amorce d'amplification selon la revendication 7 ou 8. 
et/ou d*une paire d' amorce selon la revendication 9 ou 10 lors d*une reaction 
d'amplification NASBA 

11, Utilisation d'au moins une amorce selon la revendication 7 ou 8 et/ou d'au 
moins une paire d' amorces selon la revendication 9 ou 10 pour le 
diagnostic/pronostic d'une thronibose. 

12, Kit pour le diagnostic/pronostic d'lme thrombose comprenant au moins une 
amorce selon la revendication 7 ou 8 et/ou d'au moins une paire d'amorces selon 
la revendication 9 ou 10. 
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Figure 4 
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Figure 6 
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Figure 8 
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Figure 10 
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SEQUENCE LISTING 

<110> bioMerieux SA 

<120> Precede de diagnostic et/ou de pronostic de thrombose 
<130> unknovwi 
<160> 19 

<170> Patentin version 3.1 

<210> 1 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 

<400> 1 

aaattctcag aatttctgaa agg 

<210> 2 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 

<400> 2 

agtgcttaac aagaccatac ta 

<210> 3 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 

<400> 3 

agtgcttaac aagaccatac ta 

<210> 4 
<211> 24 
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<212> DNA 



<213> homo sapiens 



<400> 4 

aacagacctg gaatttgaaa ctaa 



24 



<210> 5 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 

<400> 5 

attactggct cttcctgagc 20 

<210> 6 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 



•<210> 7 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 

<400> 7 

tctagaaaca gttgcctggc 20 

<210> 8 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 



<400> 6 

ttctgggctc ctggaaccaa 



20 



<400> 8 

ctaccagcgt gccaccaggt 



20 



<210> 9 



<211> 16 
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<212> DNA 

<213> homo sapiens 

<220> 

<221> misc^feature 

<222> (13).. (13) 

<223> n is inosine 

<400> 9 

ctggacaggc gangaa 

<210> 10 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> (13) . . (13) 

<223> n is inosine 

<400> 10 
ctggacaggc aangaa 

<210> 11 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 

<400> U 

actctcagca agcctcaa 

<210> 12 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 

<220> 



16 



18 
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<221> miscfeature 
<222> (13) . . (13) 
<223> n is inosine 



<400> 12 

actctcagcg agnctcaa 

<210> 13 

<211> 51 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 



<400> 13 

aattctaata cgactcacta tagggagaaa attctcagaa tttctgaaag g 51 

<210> 14 

<211> 51 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 

<400> 14 

aattctaata cgactcacta tagggagaag gattactggc tcttcctgag c 51 

<210> 15 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 15 

agctgcccat gaatagcact 

<210> 16 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 16 

ctggaaccaa tcccgtgaaa g 



<210> 17 
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<211> 18 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 17 

actctcagca agcctcaa 

<210> 18 

<211> 15 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 

<400> 18 
tctcagcggg cctca 

<210> 19 

<211> 44 

<212> DNA 

<213> artificial 



<400> 19 

aattctaata cgactcacta taggagctgc ccatgaatag cact 44 
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